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論 文 内 容 要 旨
【背 景 】
我 々の身体 を構成 す る蛋白質 は数分 か ら数 ヶ月 といった様 々な寿命を有 してお り,細 胞 は寿命
を 終え た"壊 され るべ き蛋 白"を 分解す ることで恒常性 を維 持 して い る。"壊 され るべ き蛋 白"
はユ ビキ チ ンといわれ る修飾 因子をユ ビキチ ン連結酵素 に よって付加 され(ユ ビキチ ン化),そ
れ を指 標 と してプ ロテア ソームやライ ソソー ムに輸送 され,分 解 され寿命を終 え る事が知 られて
い る。 一方,こ のユ ビキチ ンの修飾 は可逆的であ り,ユ ビキチ ン化 蛋白か らユ ビキチ ンを解離 さ
せ る脱 ユ ビキチ ン化酵素 の存在が知 られてい る。細胞 は蛋 白質 のユ ビキチ ン修飾 をユ ビキチ ン連
結酵素 と脱 ユ ビキチ ン化酵素 に よ り制御 し,"壊されるべ き蛋 白"の 寿命 を決定 してい ると考 え
られ てい る。
さ らに,近 年,ユ ビキチ ン連結酵素 で あるparkinやUCH-L1が家 族性パ ーキ ンソ ン病 の原
因遺伝子 と して報告 され,そ の機能異常 によ り"壊 されるべき蛋 白"が 蓄積 し神経変性 を引 き起
こすモ デルが提唱 され,ユ ビキ チ ン化蛋 白の蓄積 と神経変性疾患 の関連 が注 目を集 めて いる。
【目 的 】
当 研 究 室 で は脱 ユ ビキ チ ンAMSH(AssociatedMoleculewiththeSH3domainof
STAM)を 単 離 同定 してきた。 哺乳動物 にお いて脱 ユ ビキチ ン ヒ酵素 の細胞 レベ ルでの機能
や,個 体 レベルでの生理 的な機能 は未 だ解 明されて いな い。
そ こでAMSH会 合蛋 白を同定 し,相 互作用の解析 か らAMSHの 作用機構 を分子 レベルで明
らか にす る事 を 目的 と した。
他 方,当 研 究室で作製 したAMSHノ ックア ウ トマ ウスは生 後早期 に神経 細胞の変 性を発症 し
死亡 す る。ユ ビキチ ン化蛋 白の蓄積 と神経変性の関連 は示唆 され ていたが,ラ イソソー ム経路 に
関連 す る脱ユ ビキチ ン化酵素 と神経変性疾患の関連 について は未 だに報告がな されていな い。 そ
の ため,AMSH欠 損 マウスを用 い,脱 ユ ビキチ ン化酵素 と神経変性 疾患の関連 につ いて解析 を
行 った。
【方 法 】
1)質量分析器を用いたAMSH会合蛋白質の同定
2)各種欠損変異型組み換えタンパクの作製,GSTプルダウンアッセイによる結合部位の決定
3)共焦点顕微鏡を用いた欠損変異型AMSHの 局在,及 び脱ユ ビキチン化活性の検討
4)siRNAを用いたAMSHノ ックダウンによる細胞内ユ ビキチン化動態の観察
一190一
5)免 疫染 色 を用 いたAMSH欠 損 マウス脳 内のユ ビキチ ン化動態 の観察
6)超 遠心 分画法,ウ ェスタ ンブロッ トによるユ ビキチ ン化蛋 白の蓄積部位 の解析
【結 果 】
AMSHと 会合す る分子 としてCHMP3(ChargedMultivesicularBodyProteins3)を同定
した。
CHMP3は 蛋 白質 を ライソソームへ輸 送す る事 に密接 に関 わる分 子 と して知 られ て いた。 さ
らにCHMP3と 結 合で きない変異型AMSHの 導入 やAMSHの ノックダウ ンは,細 胞 内にユ ビ
キ チ ン化蛋 白の異常 な蓄積を起 こした。以上 の結 果か ら,AMSHがCHMP3と 複合体 を形成す
るこ とに よ り脱 ユ ビキ チ ン化活性を発揮 し,蛋 白質 の分解 に必須 であ る こ とを見 出 した(Ce〃
Stntct.Funct.2007)。
AMSH欠 損 マ ウ スにおいて,ユ ビキチ ン化 蛋 白が凝集体を形成 し大 脳皮 質 や海 馬CA1領 域
等 に異 常 に蓄積 して いる事 を見 出 した。 さらに この蓄 積 したユ ビキチ ン化蛋 白は ヒ トの神経変性
疾 患 に見 られ る病理 像 と同様 に不溶性分画 に,加 齢 に従 って蓄積す る事 を見 出 した。以上 の結果
か らAMSH欠 損 による蛋 白分 の障害が神経 変性 を引き起 こす事 が明 らか とな り,脱 ユ ビキチ ン
化酵素 の障害 もまた神経変性疾患の原因 とな りうる事 が示 された。
一191一
審 査 結 果 の 要 旨
細胞 は寿命 を終え た蛋 白を分解す ることで恒常性を維持 して いる。寿命 を終 えた蛋白はユ ビキ
チ ンといわれ る修飾因子 をユ ビキチ ン連結酵素 によ って付加 され(ユ ビキチ ン化),そ れを指 標
と して プ ロテア ソー ムや ライソソー ムに輸送 され,分 解 され寿命 を終 える。一方,こ のユ ビキチ
ンの修飾 は可逆 的で あ り,ユ ビキチ ン化蛋 白か らユ ビキチ ンを解離 させ る脱ユ ビキチ ン化酵素 の
存在 が知 られてい る。 この ように細胞 は蛋 白質 のユ ビキチ ン修飾 をユ ビキチ ン連結酵素 と脱 ユ ビ
キチ ン化酵素 によ り制御 し,蛋 白の寿命 を決定 している。
近 年,ユ ビキチ ン連結酵素 で あ るparkinやUCH-L1が家族 性パ ー キ ンソ ン病 の原 因遺伝 子
と して報 告 され,そ れ らの機能異常 によ り寿命 を終えた蛋 白が蓄積 し神 経変性 を引 き起 こす モデ
ルが提 唱 され,ユ ビキチ ン化蛋 白の蓄積 と神経変性疾患の関連が注 目を集めて いる。ユ ビキチ ン
連 結酵素 や プロテア ソームに関連す る分解 の破綻 と神経変 性疾患 との関連解 析 は様 々な方面か ら
行 わ れてい るが,他 方,脱 ユ ビキ チ ン化酵素や ライソソーム に関連す る分解 の破綻 と神経変性疾
患 との関連解析 はほとん ど行われて いない。
本 研 究 では,当 研究 室で単離 同定 した脱 ユ ビキ チ ン化 酵素AMSH(AssociatedMolecule
withtheSH3domainofSTAM)に着 目して,AMSHの 作 用機構 を分子 レベ ルで明 らか に
す るこ と,お よび,神 経変性疾患 を発症す るAMSH欠 損 マウスを用 いて脱ユ ビキチ ン化酵素 と
神経変 性疾患 の関連性 を解析 する ことを目的 とした。
質料 分析器 を用 いた解析か らAMSHと 会合 す る分子 と して,蛋 白質 をライ ソソー ムへ輸送 す
る こ とに 密 接 に 関 わ る分 子 と して知 られ て い るCHMP3(ChargedMultivesicularBody
Proteins3)を同定 した。 共 焦 点顕微 鏡 を用 いた解析 か ら,CHMP3と 結 合 で きな い変 異型
AMSHの 導 入 やAMSHの ノ ックダ ウンは,細 胞内小胞 にユ ビキチ ン化 蛋 白の異 常な蓄 積を惹
起 した。 この結果 は,AMSHがCHMP3と 複合体 を形成 す ることによ り脱ユ ビキチ ン化活性を
発揮 し,ラ イ ソソー ム経路に関わ る蛋白質の分解 に必須 であ ることを示 唆 してい る。
次 に組織 免疫染 色 を用 いた解析 か らAMSH欠 損 マ ウスの大脳皮 質 や海馬CA1領 域等 にユ ビ
キ チ ン化 蛋 白が凝集体 を形成 し異常 に蓄積 してい ることを見 出 した。 さ らに この蓄積 したユ ビキ
チ ン化蛋 白は ヒ トの神経変性疾患 に見 られ る所見 と同様 に加齢 に伴 って不溶性分画 に蓄 積す るこ
とを見 出 した。 これ らの結果 か ら脱 ユ ビキチ ン化酵素の障害す なわ ちAMSH異 常 もまた神経 変
性 疾患 の原因 とな り得 る ことが示 され た。
以 上 のよ うに本研究 は,従 来知 られていたプ ロテアソー ム経路 の破綻 のみな らず,ラ イ ソソー
ム経 路の破綻 もまた神経変性疾患の発症に関わ る可能性を示唆 した重要 な研究で ある。 よ って,
本論文 は博士(医 学)の 学位論 文 と して合格 と認め る。
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